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Resumo

A toxoplasmose € uma infeccdo zoonotica causada por Toxoplasma gondii que resulta
geralmente em abortos e uma variedade de infec¢Bes congénitas nos animais afectados.
O objectivo do presente trabalho foi o de determinar a seroprevaléncia e detectar a
presenca de Toxoplasma gondii em tecidos de roedores amostrados no Parque Nacional
do Limpopo (PNL). A captura dos roedores foi realizada entre Abril e Junho de 2019, em
4 das aldeias situadas dentro e fora do PNL. Cento e sessenta e um, soros provenientes de
igual nimero de animais, foram testados para a presenca de anticorpos, usando o teste de
aglutinagdo de particulas de latex (PASTOREX™ TOXO — Bio-Rad France). Amostras
de tecidos provenientes dos animais positivos foram posteriormente testados usando a
reaccdo em cadeia de polimerase (nested PCR) para a deteccdo dos genes SAG1, SAG2
e SAG3. Das 161 amostras de soro testadas, 71 (44.1%) revelaram a presenca de
anticorpos contra T. gondii dos quais 48 fémeas e 23 machos, correspondentes a 67.6% e
32.4%, respectivamente. Em relacdo as espécies de roedores seropositivas, 67.6% (48/71)
pertenciam a Mastomys natalensis, 19.7% (14/71) a Rattus rattus, e 8.4% (6/71) a
Saccostomus campestres. As espécies Thallomys paedulcus, Gerbilliscus leucogaster e
Rattus norvegicus apresentaram percentagens baixas de anticorpos com 1.4% (1/71) em
cada espécie respectivamente. Orgdos (coracdo, diafragma, lingua e cérebro) de 30
animais aleatoriamente escolhidos dos 71 roedores serologicamente positivos, foram
posteriormente testados na nested PCR. A extrac¢do de DNA das amostras foi realizada
usando o kit QIAGEN e de seguida fez-se a amplificacdo por multiplex-nested PCR-
RFLP. Uma amostra (1/30=3%) pertencente a espécie Mastomys natalensis dos roedores
colhidos foi amplificada na regido do gene SAG1.

Os resultados confirmam a ocorréncia T. gondii em roedores das aldeias estudadas do
PNL e arredores. Os isolados de Toxoplasma gondii que circulam no PNL sdo
biologicamente e geneticamente idénticos aqueles que circulam em outros lugares do
mundo, precisamente no Norte da America e da Europa. Esta similaridade pode estar
relacionada com migracdes de hospedeiros destes parasitas.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii, roedores, Parque Nacional do Limpopo, LAT,

nested PCR, genotipagem.
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Abstract

Toxoplasmosis is a zoonotic infection caused by Toxoplasma gondii that commonly
results in abortions and a variety of congenital diseases in the affected animals. The
objective of the present work was to determine the seroprevalence and to detect the
presence of Toxoplasma gondii in the tissues of rodents sampled in the Parque Nacional
do Limpopo (PNL). The rodents were captured between April and June 2019, in 4 villages
located inside and outside the PNL. One hundred and sixty-one sera from an equal number
of animals were tested for the presence of antibodies using the latex particle agglutination
test (PASTOREXTM TOXO - Bio-Rad France). Tissue samples from the positive
animals were further tested using the polymerase chain reaction (nesterPCR) for the
detection of the SAG1, SAG2 and SAG3 genes. Out of the 161 serum samples tested, 71
(44.1%) revealed the presence of antibodies, of which 48 females and 23 males,
equivalent to 67.6% and 32.4%, respectively. Regarding seropositive rodent species,
67.6% (48/71) were Mastomys natalensis, 19.7% (14/71) Rattus rattus, and 8.4% (6/71)
Saccostomus campestres. The species Thallomys paedulcus, Gerbilliscus leucogaster and
Rattus norvegicus showed low percentages of antibodies with 1.4% (1/71) in each
species, respectively. Organs (heart, diaphragm, tongue and brain) from 30 animals
randomly selected from the 71 seropositive rodents were further tested using PCR-RFLP.
DNA extraction from the samples was performed using the QIAGEN kit and then
amplification by multiplex-nested PCR-RFLP. A sample (1/30= 3%) belonging to the
species Mastomys natalensis from the collected rodents was amplified in the SAG1 gene
region.

The results confirm the occurrence of T. gondii in rodents from the villages studied in the
PNL and surroundings. The Toxoplasma gondii isolates that circulate in the PNL are
biologically and genetically identical to those that circulate elsewhere in the world, more
specifically in North America and Europe. This presence is believed to be associated with

the migration of parasite hosts.

Keywords: Toxoplasma gondii, rodents, Limpopo National Park, LAT, Mn-PCR, n-
PCR, genotyping.
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1 INTRODUCAO

A toxoplasmose, vulgarmente conhecida por “doenga do gato”, ¢ uma infec¢do zoondtica
causada pelo protozoéario intracelular obrigatério Toxoplasma gondii, pertencente a
Subclasse Coccidia, Ordem Eucoccidia e ao Filo Apicomplexa (Urghart et al., 1998). Este
protozoario tem como hospedeiro definitivo o gato (familia Felidae), dai a constante
associacdo da doenca aos felinos (Tenter et al., 2009; Ajioka et al., 2014), pois estes
parecem ser a Unica familia onde ocorre o estagio sexuado do parasita. Adicionalmente,
os felinos sdo os Unicos que expelem 0s oocistos resistentes no meio ambiente,
desempenhando um importante papel na epidemiologia do parasita e constituindo motivo
de elevada preocupacdo veterinaria e de saude publica (Aguirre et al., 2019; Dubey,
2020).

A toxoplasmose é qualificada como um problema de salde publica porque afecta
significativamente a salde humana, dos animais domésticos, e selvagens, e ainda 0s
oocistos tém o grande potencial de contaminar o ambiente (Aguirre et al., 2019; Plooy et
al., 2023).

A toxoplasmose é uma doenca cosmopolita encontrada em todos os habitats e regides, do
Artico aos tropicos, em areas terrestres, aquéticas e ambientes marinhos (Aguirre et al.,
2019). A doenca afecta vertebrados domésticos e selvagens, incluindo o Homem, que
fazem parte do ciclo de vida do parasita como hospedeiros intermediarios (Galal et al.,
2018; Halonen e Weiss, 2013). Nos humanos, esta doenca causa entre outros, anomalia
congénita, abortos e cegueira infantil (Montoya e Liesenfeld, 2004). Nos hospedeiros
intermediarios a infeccdo por T. gondii pode causar aborto, ou sintomas neuroldgicos
(Montoya, Liesenfeld 2004), falha reprodutiva em animais, principalmente ovinos,
caprinos e suinos (Tagwireyi et al., 2019), enquanto nos roedores normalmente é
assintomatica, embora casos de infeccdo clinica possam por vezes ser reportados (Hill,
2005).

A transmissdo da doengca em humanos ocorre por trés vias principais: i) ingestdo de
oacistos, eliminados nas fezes dos felinos, que se tornam infectantes no ambiente; ii)
consumo de carne crua ou mal cozida de hospedeiros intermediarios, particularmente de
animais domésticos, contendo cistos teciduais viaveis (Urghart, 1998); e iii) via
congénita, durante a gestacédo (Chiebao, 2016; Hill, 2005).

Dentre os hospedeiros intermediarios de T. gondii destacam-se os roedores por, entre

diversas razdes, serem conhecidos como hospedeiros amplificadores de diversas doengas
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(incluindo a toxoplasmose) e por constituirem presas importantes para felinos selvagens
e domésticos (Rabiee, 2018). Em termos de caracteristicas biologicas e morfoldgicas,
possuem um curto periodo de maturagdo e alta capacidade de adaptacdo para sobreviver
em ambientes arboreos, aquaticos e terrestres (Meerburg e Kijlstra, 2009). Os roedores
infectam-se ao ingerir odcitos esporulados presentes na agua, comida, no solo, ou
vegetacdo (Dabritz et al., 2008) e desempenham um papel central na manutencdo e
circulagdo do T. gondii nos diversos habitats, jogando um importante papel na
disseminacéo e transferéncia do T. gondii para os outros mamiferos, incluindo o Homem
(Gennari et al., 2015) e séo presas comuns para os felinos (Hall et al., 2000).

Inimeros testes seroldgicos como Imunofluorescéncia indireta, Hemaglutinacao indireta,
Ensaio de Imunoadsor¢do Enzimatica (ELISA), tém sido propostos para detectar a
presenca de anticorpos contra T. gondii, destacando-se o Teste de Aglutinacdo de
Particulas de Latex (LAT). O LAT é um teste de aglutinacdo indirecta, de baixo custo e
simples manuseamento, onde as particulas de latex sdo revestidas por uma ligacéo
covalente com antigenos sollveis da membrana e do citoplasma de T. gondii (Gomes,
2013). Para além dos testes serologicos, a deteccdo da infeccdo por T. gondii pode ser
efectuada com recurso a reac¢do de polimerizacdo em cadeia (PCR) por ser uma técnica
rapida, com alta especificidade e sensibilidade e sem reaccdo cruzada com outros
parasitas (Burg et al., 1989; Kasper et al.,2009).

Em Mocambique, estudos relacionados com a toxoplasmose animal sdo escassos,
contudo, os habitos alimentares, as praticas agropecuarias, o nivel socioecondémico da
populacdo particularmente a suburbana e as caracteristicas climéaticas do pais, sugerem
que a ocorréncia e a dissemina¢do da doenca, sejam frequentes. Na provincia de Gaza,
especificamente no distrito de Massingir, ha uma elevada producao agricola que atrai um
elevado nimero de roedores (ratos) e um grande nimero de animais domésticos como o
gato, todos estes com fraca assisténcia veterinaria. Por estas razdes, estudos relacionados
com a avaliacdo da infeccdo por T. gondii nos roedores, bem como com as estirpes neles
circulantes, revestem-se de grande importancia bioldgica, ecoldgica e de salde publica,

dai a pertinéncia do presente estudo.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Agente Etiologico

A toxoplasmose é uma doenca infecciosa causada pelo Toxoplasma gondii (T. gondii),
um protozoario coccidio intracelular obrigatorio, pertencente ao Sub-reino Protozoa, Filo
Apicomplexa, Classe Sporozoea e Ordem Coccidia (Urghart et al., 1998, Weiss, 2009).
A primeira descri¢do e a nomenclatura de T. gondii data de 1908, quando este foi isolado
no Norte de Africa de um roedor africano, o gundi, da espécie Ctenodactylus gundi
(Innes, 2010).

Os primeiros casos da doenca foram assinalados em 1923 por Junku, quando observou
um quisto parasitario na retina de uma crianga com hidrocefalia e microftalmia (Tenter et
al., 2000; Rey, 2001).

O género foi nomeado por Charles Nicolle e Louis Manceaux como Toxoplasma que
significa “forma de arco” (do grego: toxo = arco e plasma = criatura), termo que provém
do formato do protozoario, que se apresenta alongado e encurvado em arco ou crescente
e com uma extremidade mais atenuada como se observa na Figura 1 (Weiss, 2009).

O T. gondii mede 4-8 um de comprimento e 2-4 um de largura. Durante o seu ciclo de
vida apresenta trés formas evolutivas e infeciosas: oocistos, taquizoitos e bradizoitos com

formas e estruturas variadas (Montoya e Liesenfeld, 2004).

-

Figura 1: Toxoplasma gondii. LAmina microscdpica em coloracdo de Giemsa (Taquizoides 5X10°) de
Toxoplasma gondii retirado do liquido peritoneal do morganho. Em evidéncia o circulo amarelo é o
taquizoide Fonte: http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/html/imagelibrary/Toxoplasmosis_il.asp?body=S-
Z/Toxoplasmosis/body_Toxoplasmosis_il1l.htm


https://www.dpd.cdc.gov/dpdx/html/imagelibrary/Toxoplasmosis_il.asp?body=S-Z/Toxoplasmosis/body_Toxoplasmosis_il1.htm
https://www.dpd.cdc.gov/dpdx/html/imagelibrary/Toxoplasmosis_il.asp?body=S-Z/Toxoplasmosis/body_Toxoplasmosis_il1.htm

Em 1948, foi criado o primeiro teste seroldgico para a deteccdo de anticorpos contrao T.
gondii, por Sabin e Feldman, para o0 uso em humanos e outros animais. Com a descoberta
desta técnica, foi possivel estudar a prevaléncia da infecgdo, bem como iniciar a pesquisa

de possiveis rotas de transmissdo deste parasita (Innes, 2010).

2.2 Ciclo de Vida

O ciclo de vida do Toxoplasma gondii € incomum, visto que 0 organismo é capaz de se
replicar de forma indefinida usando dois ciclos, sexual ou assexual, que ocorrem tanto
nos hospedeiros definitivos — os membros da familia Felidae (Gatos) — quanto nos
hospedeiros intermediarios — mamiferos, incluindo o homem, e aves — (Boothroyd, 2002).
O ciclo sexuado (Figura 2) inicia-se nos felinos (Ajioka et al., 2014) e ocorre dentro das
células epiteliais dos intestinos, culminando com a producdo de oocistos que sdo
expelidos para o ambiente através das fezes. Os oocistos sdo altamente infecciosos e
extremamente estaveis no ambiente (solo, pastagens e aguas) (Boothroyd, 2002).

Segundo Ajioka et al. (2014), ap0s a ingestdo de cistos teciduais pelos felinos, os parasitas
invadem os enterdcitos, passando por vérias fases de divisdo até sua diferenciacdo em
microgametdcitos e macrogametocitos. Os gametdcitos se fundem para formar um zigoto,
o qual se transforma em oocisto que é encontrado no ambiente nas fezes do gato. O
oocisto sofre meiose, produzindo um octeto de esporozoitos que € altamente infecioso,
resistente a danos ambientais e pode persistir por anos hum ambiente himido. Apds a
ingestdo por um hospedeiro intermediario (por exemplo um roedor) 0s esporozoitos
diferenciam-se na forma de taquizoitos numa rapida divisao, que estabelece e sustenta a
infeccdo aguda. Durante a infeccdo aguda, pode ocorrer a transmissdo congénita para o
feto em desenvolvimento. Os oocistos e bradizoitos, ao serem libertados no tubo digestivo
sofrem intensas multiplicacdes intracelulares, onde formas de multiplicacdo réapida, os
taquizoitos, invadem varios tipos de células dos hospedeiros onde formam vacuolos e se

multiplicam rapidamente formando novos taquizoitos (Tenter et al., 2000).
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Figura 2: Ciclo de vida de Toxoplasma gondii. O ciclo sexual ocorre exclusivamente no estagio
enteroepitelial no intestino delgado dos felinos, apds a ingestao de um hospedeiro intermediario, e passa
por varios ciclos de divisdo e diferencia-se em micro e macragametocitos que se fundem e formam o
oocysto. Fonte: https://icatcare.org/advice/toxoplasmosis-and-cats/

O ciclo assexuado (Figura 3) ocorre quando um hospedeiro intermediario, tal como um
roedor ou qualquer outro animal homeotérmico, ingere o oocisto esporulado presente no
ambiente, ou através da ingestdo de carne crua ou mal passada, ou ainda através da via
transplacentaria. Em muitos hospedeiros ocorre uma fase cronica da doenca, a medida
que o taquizoito se transforma em uma forma de divisao lenta conhecida como bradizoito
que se dissemina pelo hospedeiro por intermédio dos sistemas circulatério e linfatico e
possui afinidade por musculos estriados, coracao, cérebro e pulméao, tendo maior taxia
pelo sistema nervoso em roedores (Dubey, 1997). Os cistos latentes (bradizoitos)
persistem por toda a vida nos hospedeiros, ressurgindo ocasionalmente, contudo néo

produzem doenca em individuos saudaveis (Kim e Weiss, 2008).
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Figura 3: Ciclo de vida de Toxoplasma gondii. O ciclo assexuado ocorre nos hospedeiros intermédios sdo
infectados pela ingestdo de material vegetal, solo ou &gua com oocistos contaminados que se transformam
em taquizéides. Os taquizédes quando se localizam nos tecidos musculares e neurais sofrem divisao e
evoluem e se transformam em bradizoides, que se tornam numa fonte de infeccdo. Fonte: Moura et al.
(2009).

2.3  Epidemiologia

A toxoplasmose foi descrita em varias espécies animais. Para Gangneux e Dardé (2012),
a grande maioria se encontra em ambiente selvagem, chegando a 100% nos felideos
selvagens. Esta distribui¢do e devido a contaminagdo do meio ambiente pelos oocistos
dos hospedeiros definitivos, podendo também ser encontrados em ambientes rurais pela
circulacdo de gatos vadios. A expansdo da infec¢do depende de varios factores como as
caracteristicas fisicas, bioldgicas e ecoldgicas. A sobrevivéncia dos oocistos esta
relacionada ao clima, onde as zonas com clima seco e quente apresentam uma prevaléncia
baixa enquanto que, em climas tropicais e humidos a prevaléncia é relativamente alta
(Jones e Dubey 2014). O comportamento alimentar dos animais influencia a prevaléncia
da toxoplasmose, tendo os herbivoros uma menor taxa em relagdo aos carnivoros e
omnivoros, dada a eficécia do ciclo predador-presa (Smith e Frenkel, 1995).

Nos humanos, a toxoplamose é uma doenga cosmopolita com prevaléncias que variam de
10% a 80% (Tenter et al., 2000). A sua distribuicdo é influenciada por diversos factores
tais como sOcio-econdmicos; contacto com animais domésticos e de producdo; habitos
alimentares dos potenciais hospedeiros; espécies animais e densidade populacional;
factores geogréficos e climaticos; e niveis educacionais (Rey, 2001). A Franca, por
exemplo, apresenta uma prevaléncia seroldgica de T. gondii relativamente alta (Figura 4),
pelo habito de consumir carne mal cozida (Jones e Dubey 2014). Nos EUA, onde mais
de um milh&o de pessoas sdo infectadas a cada ano por T. gondii e aproximadamente
2.839 pessoas desenvolvem doencas oculares sintomaticas, o custo anual da doenca foi
estimado em quase US $ 3 bilhdes e uma perda anual de 11.000 anos de vida ajustada
pela qualidade (Aguirre et al., 2019).

A seroprevaléncia de T. gondii aumenta com a idade, ndo apresenta diferenca entre sexos,
e € menor em paises de clima frio e arido ou em altitude elevada. A incidéncia de infecgéo
varia com o grupo populacional, localizacdo geogréfica, temperaturas e humidade
elevadas favorecem a persisténcia de oocistos no ambiente (Montoya e Liesenfold, 2004).
Existem varios estudos sobre a seroprevaléncia em todo o mundo, mas estudos com foco
em paises africanos séo limitados. Alguns estudos feitos em Mogambique por varios

autores relatam a existéncia da doenca em individuos imunocomprometidos com



encefalite e em mulheres gravidas (Domingos et al., 2013; Manuel et al., 2020). Estes
estudos indicam que a prevaléncia de T. gondii varia de 4% a 93% na populagdo em geral
(Domingos et al., 2013; Paul et al., 2018). O estudo feito por Sitoe et al., (2010) em

mulheres gravidas, HIVV-positivas, revelou 18,7% de seroprevaléncia em T. gondii.

InfeccBes assintomaticas por T. gondii sdo amplamente prevalentes em pequenos
mamiferos, incluindo roedores. A toxoplasmose que ocorre em roedores e seres humanos
é similar quanto ao desenvolvimento de sinais clinicos (Dubey e Frenkel, 1998; Dabritz
et al., 2008).

A seroprevaléncia de T. gondii em roedores urbanos da Grande Séo Paulo, mostrou uma
baixa positividade de 0,46%. O isolado obtido foi caracterizado como gendtipo
recombinante I, 11l e u-1 por PCR-RFLP, sugerindo que estes animais ndo possuem um
papel importante na cadeia epidemioldgica mesmo sendo hospedeiros intermedios deste
patégeno (Muradian, 2012).

DeFeo et al. (2002), obtiveram soro de pequenos roedores selvagens em Rhode Island
(EUA), analisaram através do teste de aglutinacdo modificado e obtiveram uma
seroprevaléncia baixa de 0,8% (6/756). Esta baixa taxa entre os roedores foi atribuida a
propriedade bioldgica do T. gondii em algumas espécies de roedores, que podem ser
negativos aos testes de diagnostico usados comumente mesmo estando infectados.

Num estudo numa aldeia no Senegal onde foram capturados 1025 roedores, foi reportada
uma seroprevaléncia de cerca de 4% (Brouat et al., 2018).

A prevaléncia da toxoplasmose varia de acordo com a especie afectada, estudos feitos
relatam que animais domésticos/ animais de consumo sdo 0s mais infectados como os
ovinos, caprinos, suinos e bovinos (Dubey e Thulliez, 1993), um estudo na Africa do Sul
reportou uma seroprevaléncia de 83,3% de toxoplasmose em todas as exploracbes
estudadas de animais domésticos de interesse econémico como ovinos, caprinos, suinos

e frangos, (Tagwireyi et al., 2019).



Incidéncia mundial

Figura 4: Incidéncia da Toxoplasmose mundial. A incidéncia varia muito de local para local, onde varia de
valores abaixo de 25% nas zonas de America do Norte e Africa no Sul para valores superiores a 75% nas
regibes da America do Sul, parte da FEuropa e Africa Ocidental. Fonte:
https://slidesplayer.com.br/slide/8685287/

2.3  Transmissao

Com a descoberta do ciclo de vida do T. gondii foi possivel descobrir a transmisséo e as
fontes de infeccdo que sdo extremamente diversificadas. O parasita tem sido encontrado
em grande numero de espécies domesticas, selvagens, e também afecta 0 Homem (Rey,
2001; Dubey, 2007).

Segundo Cunha (2014), todas as formas evolutivas de T. gondii s&o infectantes tanto para
o0s hospedeiros definitivos quanto para os intermediarios.

2.3.1 Transmissdo em Humanos

Em humanos, a infec¢do por T. gondii € comummente adquirida (Figura 5) através da
transmissdo alimentar ou ingestdo de carne mal cozida ou marisco, contendo cistos
teciduais - bradizoitos, ou pelo consumo de leite ndo pasteurizado contendo taquizoitos.
O consumo das carnes principalmente ovinas, caprinas e suinas tem sido indicado como

o principal factor de risco para a aquisicdo da toxoplasmose (Tagwireyi et al., 2019), no
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entanto, também pode ser adquirido pela ingestdo de oocistos esporulados, presentes na
agua, fruta ou vegetais (Gangneux e Dardé, 2012).

O gato excreta milhGes de oocistos num curto periodo de tempo (aproximadamente duas
semanas), contaminando os mais variados substratos, nos ambientes domésticos e peri-
domeésticos. As pessoas podem ser infectadas acidentalmente por oocistos, ao ingerirem
qualquer coisa que tenha entrado em contacto com as fezes de um gato contendo oocistos
de toxoplasma (Bregano et al., 2010).

A toxoplasmose congenita pode ser diagnosticada como doenca neonatal, onde as
mulheres que contraem toxoplasmose durante a gestacdo transmitem a infecgéo aos filhos
por via transplacentaria. Taquizoitos de T. gondii cruzam as barreiras histolégicas
materno-fetais, infectando os tecidos do feto, onde as manifestac@es clinicas dependem
do periodo de infec¢cdo adquirida no Utero (Mondaca, 2012), embora Rey (2001), defenda
que mulheres com infeccdo crénica ndo contaminam os seus filhos, durante o
desenvolvimento intra-uterino.

A transmissdo da infec¢do nas primeiras semanas de gestacéo resulta na maior gravidade
da doenca, com um quadro agudo e subagudo da doenca, enquanto que a transmissao no
final da gestacdo resulta em doenca subclinica ou assintomatica que se manifesta mais
tarde na vida da crianca (Remington et al., 2006). As crian¢as nao tratadas chegam a
desenvolver cerca de 85% dos sintomas da doenca, incluindo coriorretinite, calcificagdo
cerebral, perturbacdes neuroldgicas e atrasos no desenvolvimento (Remington et al.,
2006). Entretanto, mais de metade dos filhos de mées que se infectaram durante a
gravidez nasceram sem sinais da toxoplasmose, mas com o andar do tempo 0s sinais
surgirdo (Dubey e Jones, 2008).

As manifestacdes clinicas da toxoplasmose congénita podem ser de varia ordem, contudo
incluem coriorretinite, estrabismo, cegueira, epilepsia, retardo psicomotor ou mental,
anemia, ictericia, erupcdo cutanea, petéquias, encefalite, microcefalia, calcificacdo
intracraniana e hidrocefalia (Weiss, 2009; Mondaca, 2012).

Os sinais tipicos de toxoplasmose congénita foram descritos pela primeira vez por trés
patologistas nomeadamente Wolf, Cowen, e Paige em Nova York, EUA, pela
identificacdo de toxoplasmose numa recém-nascida que teve convulsdes e apresentava
lesbes como hidrocefalia, calcificacdo intracerebral e coriorretinite. Estes sdo os sinais
tipicos da toxoplasmose congénita (Wolf et al., 1939).

Wolf et al. (1939), relataram a toxoplasmose num menino de 6 anos de idade que se

queixava de fortes dores de cabeca, mas sem sinais clinicos 6bvios de toxoplasmose. O

9



menino desenvolveu sinais neuroldgicos e morreu no 30° dia da doenga. O cérebro e a
medula espinal foram removidos para exame histopatolégico e bioensaio. Para a
confirmagédo do T. gondii, os quistos existentes no cérebro, foram inoculados e isolados
em murganhos e este isolado recebeu as iniciais da crianca e se tornou a famosa estirpe
RH. Embora a infeccdo assintomatica por T. gondii tenha resultado em uma infeccdo
latente com cistos teciduais, comum em humanos, a infecgdo sintomaética, isto &,
toxoplasmose, é vista com muito menos frequéncia. Grupos especificos de pacientes,
incluindo fetos e recém-nascidos infectados congenitamente e individuos
imunologicamente comprometidos, apresentam alto risco de infeccdo grave por este
parasita.

Shulman (1991) defende também a existéncia de raros casos de transmissdo por
transfusdo de sangue e transplante de orgdos. No caso de transplantes, os receptores de
orgaos podem ficar infetados recebendo um 6rgdo de um dador toxoplasma positivo.
Embora seja raro, as pessoas podem também ser infectadas por receber sangue infectado
através da transfusdo. Os trabalhadores de laboratério que manuseiam sangue infectado

estdo igualmente em risco de contrairem a infec¢do através de inoculagédo acidental.

—» Ilorizontal transmission via oocysts
—» Horizontal transmission via tissue cysts
—3P Vertical transmission via tachyzoites

Figura 5: Legenda: Ciclo de transmissdo do Toxoplasma gondii. (—) representa a toxoplasmose
congénita; (—) representam a toxoplasmose adquirida. Fonte: TOXOPLASMOSE Toxoplasma gondii
Parasitologia — Farmacia ppt carregar-
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2.3.2 Transmissdo em animais

Nos animais as fontes de infeccdo sdo a feco-oral e congénita. Os gatos sdo fundamentais
na epidemiologia do T. gondii porque sdo os Unicos hospedeiros que podem excretar
oocistos ambientalmente resistentes (Koloren e Dubey, 2020).

Como os humanos, os roedores sdo hospedeiros intermediérios para o T. gondii. Assim
COmMoO 0S outros animais de sangue quente, os roedores sao infectados principalmente pela
ingestdo de oocistos do solo, na pastagem ou agua contaminada que constitui um dos
meios de contaminacéo natural (Tenter, 2000; Dabritz et al., 2008). Em geral os animais,
incluindo os roedores, tém um curso de infeccdo por T. gondii assintomética, mas por
vezes pode ocorrer a toxoplasmose clinica que é relativamente rara (Hill, 2005) enquanto
gue nos felinos a toxoplasmose clinica é mais frequente (Dubey e Jones, 2008).

Para os animais domésticos, a principal via de infeccdo sdo os alimentos e agua
contaminados pelas fezes de felinos, particularmente dos gatos, que séo a principal fonte
de infecgéo para todos os animais e para os humanos. Os gatos e caes se infectam cagcando
pequenos animais contaminados (Rey, 2001; Stelzer et al., 2019).

Casos de toxoplasmose congénita foram igualmente relatados por Dubey e Jones (2008)
em porcos. Nos pequenos ruminantes, a toxoplasmose congénita tem como principal
caracteristica os distarbios reprodutivos, que gera grandes perdas econdmicas. Estes
animais sao considerados as espécies mais susceptiveis (Garcia et al., 1999). Nas ovelhas
foi descrito por Dubey, et al., 2010 que cerca de 2% destas sdo infectadas pela via
congénita e que ovelhas infectadas naturalmente transmitiam a infec¢do por via
transplacentaria (Dubey e Beattie, 1988).

A infeccdo congénita em humanos, ovinos, suinos e caprinos ocorre principalmente no
momento da gravidez, e pode atingir o feto através da placenta, causando danos graves,
como a malformagdo congénita, doenca ocular, hidrocefalia, aborto reabsor¢do e morte
neonatal (Innes et al., 2009; Stelzer et al., 2019), caso contrario nos roedores a infeccao

congénita pode ocorrer repetidamente durante a vida do animal (Dubey, 2010).

2.4 Sinais clinicos e sintomas da infeccéo porT. gondii

Os sintomas mais graves nos humanos aparecem durante a infecgdo congenita e incluem
surdez, danos na retina, atraso mental, hidrocefalia, entre outros (Montoya e Liensenfeld,

2004). A infeccdo pos-natal é quase sempre assintomatica, podendo ocorrer
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linfadenopatia, febre baixa, fadiga, dores musculares, dores de cabeca, miocardite,
coriorretinite e outros sintomas inespecificos (Tenter, 2000; Weiss, 2009). Em alguns
casos, pode ocorrer toxoplasmose ocular, que pode ser acompanhada por perda parcial ou
total da visdo (Dubey, 2007; WHO, 2014). Embora T. gondii esteja ligado a diversas
doencas mentais e transtornos psiquiatricos, com repercussdes economicas consideraveis,
pois podem afectar as capacidades de trabalho do individuo bem como a vida social,
principalmente aquelas relacionadas a tentativas de suicidio, como depressdo e
esquizofrenia.

A infeccdo congeénita ou infeccdo aguda adquirida resulta numa doenca recorrente em
criancas infectadas. A coriorretinite, linfadenite, erupcdo cutanea, febre, dores de cabeca,
mialgia, hepatite sdo manifestacGes caracteristica e comuns da doenca (Dubey, Beattie
1988).

Em pacientes com HIV, as manifestacdes clinicas incluem diminuicdo do nivel de
consciéncia, dificuldades motoras, paralisia dos nervos cranianos, anomalidades
sensoriais, sinais cerebrais e alteragdes comportamentais que podem ser confudidos com
sintomas psiquiatricos. A encefalite é a maior causa de morbilidade nestes pacientes
(Montoya e Liensenfeld, 2004).

Nos gatos os sinais podem incluir febre, inflamacéo ocular, anorexia, letargia, miocardite,
uveite, dermatite, desconforto abdominal, e disturbios do sistema nervoso. A pneumonia
é a manifestacdo clinica mais importante da toxoplasmose em gatos (Vollaire et al.,
2005). E ainda apresenta outras manifestacGes como hepatite, necrose pancreatica,
miosite e encefalite. Referir que a toxoplasmose clinica apresenta um curso
maioritariamente grave em gatinhos infectados na forma congénita (Dubey e Lappin,
2006).

Num estudo feito por Dubey et al., (2009) foram descritas algumas manifestacdes clinicas
em cdes como a pneumonia, hepatite e encefalite acompanhados de sinais neuroldgicos
como ataxia, convulsdes, alteracdo de comportamento, paralisia, paraplegia e tremores.
Abortos em cadelas e morte foram igualmente documentados.

Em animais de producdo a toxoplasmose causa falhas reprodutivas, abortos, anomalias
fetais e mortalidade neonatal levando a perdas na pecuaria, associadas a grandes
problemas econdémicos (Dubey et al., 2012). Menos comum, mas igualmente reportados
sdo breves episddios de febre, falta de apetite que podem levar alguns dias (Stelzer et al.,

2019). Os animais de producdo, tém um papel importante na transmissdo da infeccéo por
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T. gondii, que tem implicacbes na saude publica, visto a infeccdo do humanos estar

associada ao consumo de carne mal cozida, ou carne crua destas espécies (Ji et al., 2023).

2.5 Diagnoéstico da infeccdo por T. gondii

O diagndstico de T. gondii tanto em animais como em humanos pode ser estabelecido
directamente pela deteccdo do DNA usando os testes moleculares, Reac¢do em Cadeia da
Polimerase (PCR), exames histopatologicos e isolamento do parasita, ou bioensaio ou
ainda indirectamente por meio de testes seroldgicos, através da deteccio de anticorpos. E
de grande importancia relizar o diagnostico pois os sinais clinicos da toxoplasmose
confundem-se com outras doencas, dificultando o seu diagndstico, as medidas de
tratamento e a difusdo desta enfermidade.

2.5.1 Diagnostico directo

O diagnéstico directo da toxoplasmose baseia-se na identificacdo de T. gondii por cultura
celular ou isolamento através do bioensaio. Sdo considerados padrdo de ouro para a
definicdo da infeccdo, embora sejam métodos demorados, laboriosos, de custo elevado
além de serem poucos sensiveis (Castro et al., 2001; Kompalic-Cristo et al., 2007; Ghani,
2011).

Os exames histopatoldgicos permitem observar a presenca das formas evolutivas de T.
gondii em vaérios tecidos através da coloracdo, por meio de corantes especificos.
taquizoitos que estdo presentes durante a infecgcdo aguda, sdo visiveis na coloracao de
Giemsa ou de Wright (Souza e Belfort, 2014).

Dentre os métodos directos, os testes moleculares sdo 0s mais usados, destacando-se a
técnica de PCR (Kompalic-Cristo et al., 2007) que é rapida, simples, apresentando alta
especificidade e sensibilidade, especialmente quando se utiliza a nested PCR (Burg et al.,
1989; Su et al., 2010). A técnica PCR revolucionou o diagnostico e a pesquisa de T.
gondii, uma vez que para além da elevada sensibilidade e especificidade, é muito Gtil para
identificar/detectar o parasita na fase aguda da infecgdo, podendo ser realizada com
qualquer tipo de material bioldgico, requerendo infimas quantidades de amostra (Burg et
al., 1989). Contudo, esta técnica possui desvantagens como os elevados custos e pelo
facto de ser uma técnica muito complexa e demorada (Sevivas, 2011). Adicionalmente,
esta técnica ndo discrimina se o material é de um parasita vivo ou um fragmento residual

de DNA (Montoya, 2002). Esta técnica ganhou popularidade nas ultimas duas décadas
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pelo facto de incluir ndo apenas a deteccdo molecular do parasita, mas também sua
caracterizagdo. Alternativamente, a caracterizagdo molecular de linhagens de T. gondii
com o desenvolvimento de métodos baseados no uso de marcadores moleculares, pode
fornecer informacdes sobre a distribuicdo geogréafica de diferentes linhagens e gendtipos
(Suetal., 2010). Inicialmente, o alvo comumente utilizado era o gene P30 de cdpia Unica,
que codifica o principal antigeno de superficie do T. gondii (SAGL1) (Burg et al., 1988;
Ghani, 2011). Em busca de uma melhor sensibilidade, outras sequéncias-alvo foram
utilizadas. De acordo com a literatura, um dos genes mais utilizados é o B1 (2,2Kb) que
se encontra repetido em 35 cdpias no genoma do T. gondii. Esse gene B1 foi descrito por
Boothroyd et al. em 1987 e demonstrou alta sensibilidade, provavelmente porque o gene
B1 é uma sequéncia de DNA repetida com nimero de copias superior ao P30 (Yan et al.,
2004) e é capaz de detectar até 1 parasita em cerca de 100 mil células hospedeiras (Burg
etal., 1989). No entanto, existem desvantagens devido ao custo elevado; pequeno numero
de laboratdrios aptos a realizacdo dos testes e falta de padronizacdo das amplificagdes
(Pelloux et al., 1998).

Para Souza (2009), qualquer método de identificacdo molecular deve permitir a
diferenciacdo correcta de éspecies e subtipos e, principalmente, deve apresentar elevada
reprodutibilidade. Assim, a escolha do método a ser aplicado deve ser feita de acordo com
a finalidade pretendida (identificacdo ou diferenciacéo).

Um dos métodos de genotipagem mais utilizados é a Andlise de Restricdo de Fragmentos
Polimorfos (Restriction Fragment Lenght Polymorphism ou RFLP). Este método é
baseado na clivagem enzimatica do DNA com endonucleases de restricdo. As enzimas ou
endonucleases de restri¢do sdo classificadas de acordo com a estrutura, actividade e sitios
de reconhecimento e clivagem de DNA. O sitio de reconhecimento é normalmente uma
sequéncia palindrémica, isto é, possui um eixo de simetria onde a sequéncia de bases da
fita "sense”do DNA é a complementar na fita “anti-sense”. Sendo assim, o método consiste
em clivar o DNA em pontos especificos, gerando fragmentos de pesos moleculares
diferentes permitindo a caracterizacgao e diferenciacdo das estirpes (Howe et al., 1997;
Khan et al., 2005).

Inimeros marcadores moleculares tém sido utilizados para realizar a diferenciacdo das
estirpes de T. gondii pela amplificacéo de regides especificas. O gene SAG1, localizado
no cromossoma V111, codifica a proteina de superficie mais importante do T. gondii, a P

30, expressa somente em taquizoitos (Weiss, 1995; Bulow e Boothroyd, 1991). O gene
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SAG2, localizado também no cromossoma V11, codifica a proteina de superficie P22,
expressa tanto em taquizoitos, como em bradizoitos (Howe et al., 1997).
O gene SAG3, localizado no cromossoma XII, codifica proteinas expressas somente em

taquizoitos, sendo a principal delas a P43 (Khan et al., 2005).

2.5.2 Diagnostico indirecto

As técnicas serologicas sdo utilizadas na deteccdo de anticorpos em soro de diversas
espécies de animais, devido ao baixo custo em relacdo aos métodos baseados em DNA, e
sua facilidade para o processamento de amostras em elevada quantidade
comparativamente aos métodos parasitoldgicos directos (Meneses, 2016). A serologia é
um dos principais métodos utilizados para estabelecer o diagnostico da toxoplasmose,
pois baseia-se na pesquisa de anticorpos de diferentes classes de imunoglobulinas (1gG,
IgM, IgA, e, mais raramente, IgE) anti-T. gondii e de acordo com o perfil serolégico
apresentado pelo individuo pode-se determinar a fase da infeccéo (aguda ou crénica). Os
testes seroldgicos mais comumente utilizados sdo a Reac¢do de Imunofluorescéncia
Indirecta (RIFI); o Teste de Aglutinacdo Modificada (MAT); o Ensaio de Imunoadsor¢édo
Enzimatica (ELISA) convencional, de captura (IgM ou IgA) ou de avidez para IgG; o
Immunosorbent Agglutination Assay (ISAGA) e Imunoblotting (IB) (Remington et al.,
2005).

Para o diagnostico da toxoplasmose, a técnica seroldgica considerada padrdo de ouro € a
reaccdo de Sabin-Feldman ou teste do corante (Kasper et al., 2009), isto porque foi a
primeira técnica que em 1948 Albert Sabin e Harry Feldman usaram para detectar
anticorpos contra T. gondii em amostras bioldgicas de individuos. Esta descoberta foi um
grande marco no estudo da toxoplasmose. O teste é caraterizado por ser altamente
sensivel e especifico e sem evidéncias de resultados falsos negativos, por sua precisao é
considerada o teste de referéncia, servindo como o paramentro comparativo para
validacgdo de outros testes de diagnostico (Owana et al., 1999; Kasper et al., 2009).

O teste serologico ELISA é usado para a detecgdo de anticorpos especificos no soro de
individuos e animais com infeccdo por T. gondii. Esta técnica permite pesquisar
anticorpos IgM e IgA que traduzem uma infecgéo precoce que aparecem entre 15 e 40
dias apds a infeccdo e sdo importantes no diagnostico da toxoplasmose congénita;
anticorpos 1gG que, independente dos seus niveis, ndo ajudam a detectar as infec¢des

recentes e permacem detectaveis pelo restante da vida dos individuos (Sensini, 2006).
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O teste de RIFI baseia-se na aplicacdo do anticorpo ou antigénio que sdo ligados a um
fluorocromo que, quando excitado por radiagdes UV, emite luz no espectro visivel,
permitindo detectar anticorpos da classe 1gG ou IgM (Sevivas, 2011).

O teste de Aglutinacdo Modificada (MAT) é bastante usado pois é um teste com boa
sensibilidade, especificidade, e simplicidade na sua execucdo e pode ser realizada em
varias espéecies animais (Dubey et al., 2021).

O Teste de Aglutinacdo de Latex (LAT), possui uma diferencial importancia devido ao
baixo custo e simples manuseamento. Neste teste, as particulas de latex séo revestidas por
uma ligacédo covalente com antigenos soltveis da membrana e do citoplasma de T. gondii
(Gomes, 2013). Desde os séculos passados este teste vem sendo usado para o diagndstico
da toxoplasmose, ou seja, de anticorpos contra o parasita T. gondii, devido a sua
variabilidade, sensibilidade, especificidade e diagnostico com precisdo em comparagédo
com a técnica seroldgica padrdo de ouro (Teste de Corantes) (Gray et al., 1990;
Mohammed, 2019). O teste de LAT é um método laboratorial usado para a deteccao
qualitativa e semi-quantitativa de anticorpos contra T. gondii ou antigenos em uma
variedade de fluidos corporais, incluindo o soro (Frank, 2019). O teste consiste em uma
suspensdo aquosa de particulas revestidas de poliestireno com antigenos purificados e
soltveis de T. gondii, ocorrendo uma algutinagdo quando os anticorpos estdo presentes
(Ghani, 2011).

Varios estudos usando a técnica de LAT ja foram realizados e foram considerados como
um teste de rastreio para o diagnostico da toxoplasmose, especialmente em pequenos
laboratérios, devido a sua disponibilidade, simplicidade, sensibilidade e especificidade
(Sukthana et al., 2001). Devido a sua alta sensibilidade e especificidade, varios autores
recomendam o uso desta técnica para o diagnéstico de T. gondii. Num estudo feito por
Mazumder et al. (1988) comparando este teste com o de Imunofluorescéncia nao teve

falsos-negativos.

2.6 Genética

Com base em anélises moleculares através dos polimorfismos de comprimento de
fragmentos de restricdo (RFLPs), T. gondii tem uma estrutura populacional incomum que
consiste em trés linhagens clonais predominantes (tipos I, Il e 111) (Sibley e Boothroyd,

1992; Howe, 1995). Foram reconhecidas 3 linhas na Europa e América do Norte (Darde,
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1996), das quais os isolados do tipo | eram altamente patogénicas em murganhos e
possuiam uma diversidade genética muito limitada, independentemente da dose, e é 0
menos encontrado, enquanto os tipos Il eram os mais frequentes, e mais relacionados com
a reagudizacao da doenca na imunodeficiéncia humana adquirida e infec¢Ges congénitas
(Fuentes et al., 2001; Boothryd, 2002; Simon et al., 2019). Os tipos Il e I11 sdo geralmente
avirulentos para ratos e ocorrem principalmente em outros animais (Rey, 2001; WHO,
2014; Simon et al., 2019). Estirpes que ndo se enquadravam nesses trés tipos clonais eram
anteriormente consideradas atipicas, mas um quarto tipo clonal foi recentemente
reconhecido, principalmente na vida selvagem (Khan et al., 2011).

O RFLP é um método répido e de facil execucdo (Ajzenberg et al., 2005), que tem sido
amplamente utilizado para a genotipagem do T. gondii. Este método detecta variagdes
minimas num gene, sendo que uma Unica substituicao de bases pode originar ou extinguir
um sitio capaz de ser digerido pelas endonucleases de restricdo (Singh, 1997). Marcadores
de RFLP passam por amplificacdo pela reac¢do em cadeia da polimerase (PCR), seguido
de digestdo com enzimas de restricdo especificas e visualizacdo em gel de eletroforese
(Sibley et al., 2009). Howe et al., em 1997, desenvolveram um sistema de genotipagem
de T. gondii baseado na analise de restri¢cdo de fragmentos do gene SAG2, amplificado
por nested PCR. Este método identifica gendtipos de estirpes das trés linhagens clonais
descritas anteriormente.

Estudos sobre os polimorfismos genéticos e caracterizacdo genotipica em diferentes
isolados de T. gondii originados tanto de material humano quanto animal demonstram a
existéncia de diversidade genética nesse parasita. Varias técnicas moleculares tém sido
utilizadas visando o estudo dessa diversidade genética entre diferentes isolados de T.
gondii como a andlise isoenzimatica (Cristina et al., 1995; Dardé 1996); amplificacdo
aleatéria do DNA polimérfico (RAPD) (Guo e Johnson, 1995; Guo e Johnson 1996;
Ferreira et al, 2004); analise de microssatélites (Ajzenberg et al., 2002; Ferreira et al.
2004; Ajzenberg et al. 2005) e polimorfismo por tamanho de restricdo (RFLP) (Howe e
Sibley, 1995; Cristina et al., 1995; Ferreira et al., 2006;). A genotipagem dos isolados
deve ser simples, rapida, reprodutivel, podendo ser utilizada em larga escala bem como
ser capaz de detectar a diversidade genotipica de uma determinada espécie (Ajzenberg et
al., 2005).

Velmurugan et al. (2008) procederam a genotipagem de 19 isolados de T. gondii em
Africa encontrando estirpes clonais do tipo 11 e tipo I1l. Esses autores sugerem que a

mesma estrutura clonal encontrada na Europa e na América do Norte se repete em Africa.
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Entretanto, em 2010, outro estudo com isolados de T. gondii obtidos de pacientes
humanos africanos foi realizado, observando resultados que ndo corroboram com o estudo
anterior. Dos 14 isolados analisados, apenas 1 foi considerado clonal (tipo 1), 10 isolados
foram classificados como recombinantes e 3 provenientes de infecgbes mistas
(Boughattas et al., 2011).

Foi descrito num trabalho feito por Ajzenberg et al. (2009), que em Africa apesar da falta
de dados, foram encontrados 2 gendtipos, Africa 1 e Africa 2 em pacientes
imunocomprometidos com toxoplasmose adquirida na Guiné e no Senegal,
respectivamente. Para Mercier et al. (2010), os genotipos Africa 1 e Africa 3 foram

descritos como sendo 0s novos genotipos circulantes nos paises Africanos (Figura 6).

Figura 6: Distribuicao geogréfica das diferentes estirpes de Toxoplasma gondii no continente Africano.
Fonte: Galal et al., 2018

2.7 Prevencao

Na auséncia de uma vacina desenvolvida para 0os humanos, e sem um horizonte para tal,
a melhor forma de evitar a doenca é a prevengdo (Dubey e Jones, 2008). Esta deve
assentar em um programa educacional direccionado, que contribua para a reducdo da
contaminacdo ambiental, por forma a minimizar a exposi¢do dos oocistos do ambiente e
0s quistos teciduais contendo bradizoitos. As recomendac@es, no &mbito da prevencao,
devem incluir as boas praticas de higiene, congelamento de carne por pelo menos 24h,

evitar a ingestdo de carne crua ou mal cozida, evitar o consumo de agua nao tratada,
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destruicdo dos cistos atraves da defumacéo, salga e cozimento da carne (Jones, 2009;
Elmore, 2010). Os oocistos sdo quase indestrutiveis, mas os cistos teciduais s&o
facilmente destruidos pelo congelamento e também pela fervura numa temperatura de
66°C (Dubey et al., 1990; Kotula et al.,1991).

Para os animais, foi produzida uma vacina que reduz ou elimina a formacéo de quistos
nos tecidos. Esta vacina ira beneficiar os produtores e os consumidores de carne suina,
visto que reduzira o impacto negativo na satde publica (Burrels et al., 2015). Também
foi desenvolvida uma vacina para ovelhas (TOXOVAX®), que no ano de 1993 estava
disponivel na Gra-Bretanha e Nova Zélandia. Esta vacina usa os taquizoitos da estirpe S-
48 que persiste nos tecidos dos animais e reduz a perda dos fetos (Buxton et al., 1993).
Os gatos séo a chave da transmisséo de T. gondii, por serem o0 hospedeiro definitivo. Um
estudo feito por Dubey (1997) concluiu que a auséncia de gatos esta geralmente associada
a uma baixa prevaléncia.

Ainda no dmbito da prevengdo, convém manter os animais de companhia, como gatos,
dentro de casa, alimenta-los com dieta preparada comercialmente, e limpar diariamente
as caixas de areia e a remocao adequada das fezes, pois 0s oocistos necessitam de pelo
menos 24 horas para esporular e se tornarem infectantes (Vollaire, 2009; Gangneux e
Dardé 2012).

O solo e a 4gua contaminados podem agir como veiculos de transmissdo de oocistos para
vegetais e frutas de consumo, mas ha poucos dados que confirmem esta informacéo
(Dubey 2004, Gangneux e Dardé 2012).

A prevencdo devia estar amplamente divulgada em doentes imunocomprometidos, pois
estes doentes podem perder a vida devido a esta infec¢éo.

Para Sevivas (2011), deve-se recomendar aos doentes imunocomprometidos, as mulheres
gravidas e individuos susceptiveis atencdo ao lavarem as méos, ao manipular a carne crua,
lavar bem as frutas e legumes e evitar o consumo de carne mal cozida bem como o
contacto com gatos.

E recomendada a triagem seroldgica de todas as mulheres gravidas, estas devem evitar
contacto com gatos e evitar limpar as caixas dos gatos. Caso o contacto for inevitavel
as maos devem ser bem higienizadas ou usar luvas para fazer esta actividade. Apds
manusear carne crua lavadas cuidadosamente as méos (Sevivas, 2011). Potenciais
doadores de 6rgdos devem ser testados para evitar a propagacdo do parasita através de

orgaos transplantados (Gangneux e Dardé 2012).
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Recomenda-se igualmente evitar o habito de coprofagia observado em alguns animais,
bem como o controlo de insectos e roedores no ambiente. Deve-se igualmente, evitar o
consumo e fornecimento aos animais, de carne crua ou leite cru de cabra, sendo indicado
0 uso de produtos ou alimentos comerciais disponiveis (Monteiro, 2010). As condutas de
higiene pessoal devem ser rigorosamente seguidas, ndo devendo ser consumida e nem
fornecida aos animais a 4gua de lagos, pogos e rios que ndo passem por um tratamento
prévio. O acesso de cées e gatos a reservatorios de agua, de lacticinios e frigorificos, deve

ser evitado (Bregano et al., 2010).

Por esta doenca ser negligenciada, deve-se fazer notificacdo dos surtos as autoridades
competentes para melhor divulgacdo e conhecimento da toxoplasmose, visto ser uma

doenca importante para a sade publica.
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3 OBJECTIVOS
3.1 Objectivo geral

» Auvaliar a ocorréncia de Toxoplasma gondii em roedores na zona rural do Parque

Nacional do Limpopo (PNL)

3.2  Objectivo especifico

» Determinar os perfis serolégicos para Toxoplasma gondii em roedores do
Parque Nacional do Limpopo

» Estabelecer PCR para a deteccdo de Toxoplasma gondii

» Caracterizar geneticamente as linhagens de Toxoplasma gondii circulantes no
Parque Nacional Limpopo

» Avaliar a associacdo entre a serologia e as caracteristicas dos roedores

(espécie, habitat, idade, sexo)

21



4 MATERIAL E METODOS
4.1 Local do estudo

O estudo foi realizado no habitat rural do Parque Nacional do Limpopo (PNL), em
Mocambique. O PNL estd localizado a oeste da Provincia de Gaza, no distrito de
Massingir e abrange uma area de aproximadamente 11.000 km?. O parque esta entre as
seguintes coordenadas geograficas: latitude 22° 25°- 24° 10° S e longitude 31° 18°- 32°
39’ E (Holden, 2001; Ministério da Administragio Estatal, 2014). E delimitado por 190
km de fronteira internacional vedada com a Africa do Sul (Parque Nacional Kruger) a
Oeste, pelos rios Limpopo (cerca de 260 km) e Elefantes (cerca de 85 km) a Leste e Sul,
respectivamente. O PNL é uma éarea protegida de Mocambique e possui 13 aldeias
situadas ao longo de trés grandes rios, nomeadamente do rio Limpopo (aldeias
Macaringue, Munhamane, Cunze, Chipanzo e Makhonguele); do rio Xingwedzi (aldeias
Bingo, Machamba, Chimangue e Mavoze) e do rio dos Elefantes (aldeias Madingane,
Mahlaule, Chibotane, Machavule e Makwachane). As aldeias Machamba, Bingo e
Mavoze estdo localizadas dentro do PNL, enquanto as restantes aldeias estdo localizadas
ao longo do rio Limpopo (zona tampdo), uma &rea ainda considerada dentro dos limites
do parque. Esta zona tampdao inclui assentamentos, terras agricolas (cultura) e 70% da
populacdo pecudria do parque.

O PNL foi estabelecido a 27 de Novembro de 2001, mudando assim o estatuto e

dimensdes da antiga “Coutada 16, uma area de caga adjacente ao rio Limpopo.

Figura 7: Localizacao do Parque Nacional do Limpopo e das aldeias onde foram feitas as colheitas.
Fonte: Mapaco et al. (2022)
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A parte laboratorial foi realizada no laboratorio do Centro de Biotecnologia da
Universidade Eduardo Mondlane (CB-UEM), que se localiza no Campus da Faculdade
de Veterinéria, sito no bairro Luis Cabral, Avenida de Mogambique, Km 1.5, distrito de
KaMubukwana, Cidade de Maputo.

Figura 8: Laborat6rio do Centro de Biotecnologia. Imagem ilustrando a realiza¢ao do teste seroldgico
LAT. Fonte: o Autor

4.2  Captura dos roedores

O seguinte protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica da VVetAgro-Suo
em Lion, Franca (Comit’e d Ethique de VetAgro Sup n°18, Avis 1905) e a credencial
para captura de roedores no PNL foi obtida da Administracdo Nacional de Areas de

Conservacao de Mocambique (Credencial n® 1/02/2021).

A colheita dos roedores foi feita nas aldeias e nas machambas entre Maio e Novembro de
2019. A escolha dos locais de colheita baseou-se em dois critérios, uma selecgéo aleatoria
das casas e das machambas onde havia evidéncia de presenca de cereais e com base nas
informagdes colhidas pela populacdo local sobre a presenca de roedores e também a
visualizacdo dos sinais de roedores. Assim, foram incluidas no estudo as aldeias

Chibotane, Machavule, Mavodze e Macavene.
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Para a captura dos animais, foram utilizadas armadilhas de modelo Sherman e Mesh,
usando como iscas frutas, farinha de amendoim e chourico. As armadilhas foram
dispostas em residéncias (nos cantos das casas aonde circulam os roedores), no solo, em
galhos de arvores e em celeiros nas machambas. As mesmas foram colocadas ao final da
tarde, em locais com indicios de passagem de roedores, como fezes, manchas de gorduras
e trilhos, ou em locais com grande oferta de alimentos. Por dia, foram colocadas trés (3)
armadilhas em residéncias e machambas, e todos os locais foram vistoriados na manha
do dia seguinte.

As armadilhas do tipo Mesh sdo em forma de rede (Figura 9A) de porte pequeno que usa
um mecanismo de anel deslizante para trancar a porta, com uma porta de abertura para o
exterior do lado oposto que € necessaria para activar a armadilha, sdo desenhas para
capturar de roedores de tamanho maior. As armadilhas do tipo Sherman sédo feitas de
chapa metalica, podem ser dobraveis ou ndo, com uma abertura para a entrada do animal
e uma plataforma no fundo da armadilha que ao ser accionada pelo animal, esta fecha
(Figura 9B) e sdo usadas para capturar roedores de pequeno tamanho como Mus sp. E
Crocidura sp. Deve-se ter o especial cuidado de ndo deixar as armadilhas expostas ao sol,
para evitar 0 aquecimento da chapa, resultando na morte do animal, mas tem a vantagem
de proteger o animal contra a chuva e outros pradadores (Dalecky et al., 2017).

No momento da verificacdo das armadilhas, os roedores capturados foram contidos
fisicamente, utilizando-se luvas de couro, acondicionados nas armadilhas e transportados
até as instalacGes fisicas da area de estudo e manejados para a colheita de material
bioldgico no laboratério do PNL de acordo com as técnicas padrdo descritas por Dalecky
et al. (2017).
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Figura 9: Armadilhas do tipo Mesh em (A) e do tipo Sherman em (B) montadas em machambas,
em celeiros e nas residéncias. Fonte: o Autor

4.3 Identificacdo dos roedores

Para a identificacdo dos animais, usou-se a morfologia externa para identificar e agrupar
0s animais capturados por morfotipos a nivel de género ou espécie. Estas caracteristicas
morfoldgicas foram usadas inicialmente para espécies de roedores de campo (Herbreteau
et al., 2011). Os animais foram agrupados e identificados segundo descricéo literaria e
comparacdo com exemplares do Museu de Histdria Natural da UEM.

As principais caracteristicas externas consideradas para agrupar e identificar os animais

foram:

e A forma e tamanho corporal.

e O comprimento e a textura da pelagem.

e A forma e tamanho da cabeca, orelha, cauda e membros posteriores.

e A coloracdo dorsal, ventral, dos membros, da cabeca e da cauda.

e A cobertura da cauda: com pelos ou sem pelos, com escamas ou aneis,

tufada no fim.

As medidas externas sao um ponto chave para diferenciar as espécieis, segundo Teta e
Yahat (2021), estas medidas sdo expressas em intervalos (minimo e maximo). Para cada
espécie sdo indicadas algumas medidas, CC: comprimento total € medido em linha recta
vertebral da ponta do focinho a ponta da cauda; C: comprimento da cauda é medido desde
0 ponto de insercdo do corpo até a extremidade distal; P: comprimento da pata; O:
comprimento da orelha. Para orientacdo, foram considerados 4 grupos de tamanho, de
acordo com o comprimento: pequeno (até 100 mm), médio (entre 101 e 150 mm), grande
(151 e 230 mm).
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4.4 Colheita de amostras para a deteccdo de DNA e anticorpos

No laboratorio do PNL, os roedores foram retirados das armadilhas e introduzidos num
saco ziplock contendo algoddo humedecido com uma solucéo de Isoflurano na dose de
10mg/kg de peso vivo, para posterior eutanasia por inalacdo na cabine de seguranca
bioldgica classe 1. Durante a colheita das amostras, foi usado material cirtrgico estéril
(1 conjunto para cada animal) para evitar contaminacao cruzada.

De seguida, procedeu-se a dissecacdo, colheita dos 6rgédos (cérebro, lingua, coracao e
diafragma) colhidos para extracdo de DNA e posterior PCR e colheita de sangue
intracardiaco imediatamente ap6s a morte do animal para a detecgdo de anticorpos. As
amostras foram conservadas em tubos eppendorfs no congelador a -40°C, no laboratério
da PNL e posteriormente transferidas em gelo e conservadas a -80C no laboratorio do
Centro de Biotecnologia da Universidade Eduardo Mondlane (CB-UEM).

45 Deteccdo de anticorpos por meio do LAT

A deteccdo de anticorpos contra T. gondii em soro de roedores foi realizada no laboratério
do CB-UEM. Para a detecgéo de anticorpos nas amostras de soro de roedores foi utilizado
o kit PASTOREX™ TOXO. Foi seguida a metodologia recomendada pelo fabricante
(Bio-Rad, Franca), conforme se descreve a seguir, de forma resumida. Inicialmente, foi
agitada a solucdo de latex antes do uso, obtendo-se uma suspenséo castanha. Em seguida,
em cada uma das 8 cavidades do cartio fornecido no kit, foram colocados 15ul da amostra
de soro de cada animal que foi examinado, adicionados uma gota do diluente e uma gota
da suspensdo latex e misturados com ajuda de uma vareta de agitacdo. Em cada cartéo,
foi incluido um controlo positivo e negativo, sequindo um procedimento similar.
O cartéo foi colocado no agitador mecanico (60 RPM) e deixado a girar durante 5 minutos
para que ocorresse a reac¢do de aglutinacdo. A leitura foi efectuada num limite temporal
de 5 a 7 minutos, segundo os parametros estabelecidos pelo fabricante:

e Reaccdo negativa: suspensdo castanha e homogénea, sem aglutinacdo, a

semelhanca do soro do controlo negativo;
e Reaccdo positiva: fundo verde com agregados vermelhos, evidenciado que a

amostra de soro continha anticorpos especificos anti-T. gondii.

4.6 Extracdo de DNA de amostras de cérebro, lingua, coracéo e diafragma
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A extracdo de DNA foi realizada em 6rgdos provenientes de animais com amostras
positivas no teste seroldgico, de acordo com as recomendacgdes do fabricante do “kit”
comercial QlIAamp® DNA Blood and Tissue KIT (Qiagen, Germany). Para tal, os 6rgéos
foram cortados e pesados 50 mg e foram ressuspendidos em 180 pL de tampéo de lise
(ATL). Foram adicionados 20 L de solucéo de proteinase K e as amostras incubadas em
banho-seco a 56°C por 1 hora, seguida de incubacdo a 90°C por mais 1 hora.
Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 8.000 rpm por 1 minuto e adicionadas
2 UL de RNase A e incubadas a temperatura ambiente por 2 minutos. Seguidamente,
foram adicionados aos microtubos, 200uL da solucéo de lise e 200uL de etanol 100%,
que foram entdo homogeneizados durante 10 segundos. As amostras foram transferidas
para colunas de purificacdo acopladas a tubos de colheita e submetidas a centrifugacéao a
8.000 rpm por 1 minuto. Os residuos resultantes foram descartados, sendo em seguida
adicionados 500 pL de tampdo de lavagem (AW1) as colunas, que foram novamente
centrifugadas a 8.000 rpm por 1 minuto. Nesta etapa, os residuos foram descartados e
realizada a adicdo de 500 pL de tampdo de lavagem (AW2) as colunas, que foram
homogeneizadas e submetidas a nova centrifugacdo. Apds o descarte dos residuos, as
colunas foram transferidas para novos microtubos de 1,5ml, aos quais foram adicionados
100 pL de tampéo de eluicdo (TE) e, ap6s 5 minutos de incubacao, centrifugadas a 13.000
rpm por mais 5 minutos. O DNA extraido foi identificado com data do processamento e

0 codigo da extracdo e mantido a -20°C.

4.7 Deteccdo molecular de T. gondii

Para detectar a presenca de T. gondii em amostras de DNA de roedores, foi usado um
nested PCR multiplex usando para 3 marcadores microssatélites SAG1, SAG2b e SAG3
segundo (Khan et al., 2005, Su et al., 2006, Kasper et al., 2009) para cada amostra. Para
0 PCR primério com primers externos (Tabelal), foram usados 25 pl de reac¢édo contendo
1x KAPA Fast multiplex 2G, 2,5 UM de cada primer (reverse e foword para cada
marcador), e 1,5 pul do DNA das amostras. O processo de amplificagéo foi feito usando
um termociclador 2400 (Applied Biosystems, Foster City, CA), com a seguinte
programacéo: desnaturacdo inicial a 95°C por 3 minutos, seguida de 35 ciclos de
desnaturacéo a 95°C por 15 segundos, pareamento dos primers a 58°C por 15 segundos e

extensdo a 72°C por 30 segundos, por fim culminando com um periodo de extensao final
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a 72°C por 10 minutos. Os produtos resultantes da PCR primaria foram diluidos na

proporcao de 1:1 com agua destilada e usados como amostra para o PCR secundario.

O PCR secundario foi igualmente feita em 25 pl de mistura de reacéo contendo as mesmas

concentracdes de reagentes, mas usando KAPA2G Robust HotStart ReadyMix e o0s

primers internos de cada marcador microssatélite (Tabela 1). Este PCR secundario

obedeceu a mesma programacdo de termociclador exceptuando a temperatura de

pareamento de primers que foi de 60°C. Os amplincons resultantes foram separados por

elecroforese em gel de agarose (1,5%) corado com Brometo de etidio (0,5mg/ml) e

visualizados sob luz ultravioleta para digitalizacdo em fotografia.

Tabela 1. Marcadores microssatélites de sequéncias SG1, SG2 e SG3 incluindo os tamanhos de pares de

base, as enzimas de restri¢do utilizadas para caracterizagdo por PCR-RFLP e as referéncias utilizadas.

Marcador

Primers do PCR Multiplex
(primers externos)

Primers do Nested PCR
(primers internos)

Amplicom
(bp)

Enzimas de
restriccdo

Referéncia

SAG1

SAG2B

SAG3

F: GTTCTAACCACGCACCCTGAG
R: AAGAGTGGGAGGCTCTGTGA

F: CAACTCTCACCATTCCACCC
R: GCACTGTTGTCCAGGGTTTT

F: CAACTCTCACCATTCCACCC
R: GCGCGTTGTTAGACAAGACA

F: CAATGTGCACCTGTAGGAAGC
R: GTGGTTCTCCGTCGGTGTGAG

F: ACCCATCTGCGAAGAAAACG
R: ATTTCGACCAGCGGGAGCAC

F: TCTTGTCGGGTGTTCACTCA
R: CACAAGGAGACCGAGAAGGA

390

546

225

Sau96l/ (Cfr13l)
+ Haell/ (Bfol)

Hinfl + Tagl

NCII/ (BCNI)

Grigg et al. (2001)

Khan et al.(2005);
Su et al. (2006)

Grigg et al. (2001)

4.8 Andlise estatistica

Foi usado o teste Qui-quadrado e o teste de Kruskal-Wallis para verificar a relagéo entre

a auséncia ou presenca de anticorpos contra T. gondii com as variaveis sexo, localidade e

espécie do roedor.
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5 RESULTADOS

5.1 Amostragem de roedores capturados positivos ao T. gondii no PNL

No presente estudo, foram analisadas 161 amostras de soro de varias espécies de roedores
capturados nas quatro aldeias do PNL . A espécie dominante foi Mastomys natalensis nas
machambas, nas aldeias foi a espécie Rattus rattus, e no bosque foram capturadas as

espécies Geerbilliscus leucogaster e Saccostomus campestres (Tabela 2).

Tabela 2: NUmero de amostras por espécie de roedor e area de amostragem em cada aldeia.

Chibotane

Espécie Machamba Vila Total | Bosque Total | Vila Total | Vila Machamba Total

G. leucogaster 1 1 1
M. natalensis 58 9 67 29 29 96
R. norvegicus 2 2 2
R. rattus 12 12 23 23 13 13 48
S. campestris 5 5 3 3 1 1 2 10
T. paedulcus 2 2 2 2 4

Grand Total 63 23 86 4 4 27 27 14 30 44 161

5.2 Perfil serologico detectado pelo teste LAT.

Do total de soros testados acima mencionados, foram analisadas usando a técnica de
LAT, 71 amostras revelaram a presenca de anticorpos contra T. gondii perfazendo uma
seroprevaléncia no estudo de 44.1% (71/161) - figura 10.

= Positivo = Negativo

Figura 10: Prevaléncia de anticorpos anti T. gondii de soros de roedores testados usando o teste aglutinacéo
em latex (LAT)
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Dentre as 71 amostras positivas 67.6% (48/71) provinham de fémeas e 32,4% (23/71) de
machos (Figura 11).

Femea;
32,4

Macho;
67,6

m Macho mFemea

Figura 11: Percentagem das amostras detectadas positivas pelo teste aglutinacdo em latex (LAT) em funcéo
do sexo dos animais testados.

Dos 71 roedores seropositivos, verificou-se uma maior contibuicdo para o numero de
positivos pela espécie Mastomys natalensis, 67.6 % (48/71), seguida da espécie Rattus
rattus com 19.7% (14/71). A espécie Saccostomus campestris contribuiu com 8,4%
(6/71). Por sua vez as espécies Geerbilliscus leucogaster, Rattus norvegicus, Thallomys

paedulcus ficaram com 1.4% (1/71) cada (Figura 12).

67,6%

m M. natalensis
W R. rattus
M G. leucogaster

S. campestris

19,7%

M R. norvegicus

8,5%

m T. paedulcus

Figura 12: Percentagem das amostras dectetadas positivas pelo teste aglutinacdo em latex (LAT) em relacdo as
espécies dos roedores. Legenda: G. leucogaster- Geerbilliscus leucogaster, M.natalensis- Mastomys natalensis R.

| L
| L
I 1,4%
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norvegicus- Rattus norvegicus,R. rattus- Rattus rattus, S. campestres- Saccostomus campestres, T. paedulcus-
Thallomys paedulcus.

Dentre as aldeias amostradas das 71 amostras de soro positivas, Chibotane com 52.1%
(37/71) nas machambas e 12.7% (9/71) vila; a aldeia de Mavodze com 18.3% (13/71) na
machamba e 7.0% (5/71) vila; a aldeia de Machavule, com 7.0% (5/71) na vila; e por fim

a aldeia de Macavene foram colhidos roedores na floresta 2.8% (2/71) — Tabela 2.

Tabela 3: Distribuicéo das espécies por localidade do PNL e presenca de anticorpos

Chibotane Machavule Mavoze

Espécie Machamba | Vila Total Vila Total Machamba |Vila Total
G. leucogaster 0
M. natalensis 32 3 35 0 0 0 0 13 0
R. norvegicus 0 0 0 0 1 1 0
R. rattus 6 6 0 0 3 3 5
S. campestris 0 5 1 1 0 0 0
T. paedulcus 0 0 0 0 1 1 0
Total 37 o [ 46| 2 2 [ s [ 5] 13 5

Na andlise estatistica, ndo se verificou diferencas significativas entre as variaveis
estudadas. Para a varidvel sexo, ndo houve diferencas significativas entre os dois grupos
(macho e fémea) em relacdo a auséncia e presenca de anticorpos contra T. gondii pois o
P value (0.5) foi maior que o nivel de significancia estabelecido (0.05) usando o teste de
Qui-quadrado. Devido ao reduzido nimero de amostras processadas para as variaveis
localidade e espécie (n<2), ndo foi possivel fazer um teste Qui-quadrado.
Alternativamente, foi possivel realizar-se o teste de Kruskal-Wallis, onde para a variavel
localidade ndo foi notoria uma diferenca significativa em relagdo a auséncia e presenga
de anticorpos, pois o P value (0.1) foi maior que o nivel de significancia (0.05). Para a
variavel espécie notou-se igualmente que ndo ha diferencas significativas entre as
espécies em relacdo a auséncia e presenca de anticorpos contra T. gondii, isto porque o P

value (0.08) foi maior que o nivel de significancia (0.05).

53 PCR

Para a realizacdo do teste molecular foram utilizados 3 marcadores satélites SAG1, SAG2
e SAG3 para a genotipagem do T. gondii por PRC-RFLP nas 30 amostras de DNA
extraidas de uma mistura dos orgdos dos roedores que foram positivos no teste serologico

(LAT). Apenas 1 roedor Mastomys natalensis teve resultado positivo (Tabela 3 e Figura
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13) para T. gondii ao marcador molecular SAG1. A figura 13, apresenta o resultado obtido
atravéz da PCR-RFLP.

Tabela 3: Frequéncia de deteccdo dos 3 marcadores moleculares testados atravez do PCR-RFLP

para genotipagem do T.gondii das 30 amostras positivas no teste seroldgico.

Multiplex nested PCR-RFLP

Marcador genético SAG1 SAG2b SAG3

Amostras amplificadas 1/30(3,3%) 0 0

Microsatellite Marker SG1 sample 1-30

S10

S11
S12
S13
S14
S15
S16
S17

Negative-C
S1
S2
S3
S4
S5
S6
S7
S8
S9

, Positive-C

Q
Q
(=]
(=}
=

=

o)
o
o
=

—
—
Ed
-

Figura 13: Legenda- Gel de agarose (1,5%) corado com brometo de etidio visualizando produtos de PCR
amplificados por marcador satélite, controlo positivo- T.gondii, controlo negativo- &gua destilada,
amostra S11 positiva para SAG1, amostra S1; 2, 3,4,5, 6,7, 8,9, 10, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
22,23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30.
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6 DISCUSSAO

A rapida disseminacao do T. gondii estd associada a grande diversidade de hospedeiros,
a capacidade de sobrevivéncia em diversos habitats e a transmissdo entre hospedeiros
intermediarios e & morbilidade e mortalidade tanto nos humanos como nos outros
animais. Este facto, torna o T. gondii um parasita extremamente importante do ponto de
vista de saude publica. A avaliacdo da infeccdo por T. gondii nos roedores tem-se revelado
de grande importancia pois estes sdo conhecidos como hospedeiros amplificadores de
parasita e sdo as principais fontes de infeccéo, tanto para os gatos como para 0s humanos,
principalmente nos casos em que se verifique o consumo directo destes pelas populacoes
humanas (Rabiee, 2018).

Determinar a ocorréncia de anticorpos em roedores € de grande importancia, pois por um
lado, a deteccdo destes serve como um indicador da presenca do parasita no meio
ambiente e por outro lado contribui para a estimativa do risco de infeccdo para 0s
humanos (Valverde, 2015).

A percentagem de amostras com anticorpos contra T. gondii obtidas no presente trabalho
foi de 44.1%, e pode ser considerada alta em comparacdo com pesquisas realizadas em
outras partes do globo. Estudos realizados no Senegal e no Niger, reportaram prevaléncias
baixas de 4% e 1.96%, respectivamente (Mercier, et al.,2013; Brouat et al., 2018).
Prevaléncias baixas de anticorpos sao esperadas em climas com temperaturas baixas, pois
sdo pouco adequados para a sobrevivéncia e esporulacdo de oocistos, diminuindo a
probabilidade de contaminacdo ambiental (Galeh et al., 2020). Estas baixas prevaléncias
podem estar relacionadas com o clima arido que esses paises possuem enquanto que 0
clima na zona de estudo € semi-arido. A infeccdo por toxoplasmose é predominante em
paises de clima tropical e o indice de contaminacdo esta relacionado ao baixo nivel
socioeconémico, a qualidade da agua e ao saneamento basico (Bartholo et al, 2015). Um
estudo feito na Nigéria revelou uma alta prevaléncia de toxoplasmose,76.2%, pelo
método de PCR. Este facto, pode ser devido ao clima humido e tropical da area em estudo
(Ode et al., 2022) como referido anteriormente.

Os resultados obtidos no presente estudo, podem ser comparados aos de Ahmad et al.
(2012) que tiveram uma seroprevaléncia de 52% usando o LAT em roedores capturados
na cidade de Lahore, no Paquistdo. VVarios artigos relatam que as prevalencias de T. gondii
apresentam diferencgas substanciais. Foi reportado um caso de alta prevaléncia com a

percentagem de 86,01% em roedores testados serologicamente pelo método de ELISA
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num estudo feito no Irdo (Claveria e Sabilay, 2006; Bahadori, et al., 2019), enquanto que
noutros estudos as prevaléncias sdo muito baixas de 0,46%-2% em roedores circulantes
em diferentes paises (Mercier et al., 2010; Muradian et al., 2012). Os valores de
prevaléncia estdo principalmente associados aos niveis de higiene, a abundancia dos
hospedeiros definitivos (os gatos), aos habitos alimentares de varios paises (Ruffolo et
al., 2016), a sensibilidade dos testes seroldgicos (Ntungwa et al., 2024).

Estudos realizados usando o teste de LAT mostraram que 0 mesmo é um indicador
confiavel de infeccdo tanto em animais e humanos. Em humanos alguns estudos
reportaram sensibilidade de 91,4%-95,8% (Balfour et al., 1982; Holliman, 1990) e para
suinos 45,9%-47,9% (Dubey et al., 1995). Neste estudo, obteve-se uma percentagem de
44.1%, de soros positivos de roedores capturados no PNL, usando o teste LAT
(PASTOREX™ TOXO) para detecgdo de T. gondii.

Em relacdo as percentagens de machos e fémeas, foi observada uma maior percentagem
de anticorpos nos machos. Resultados identicos foram obtidos por Galeh et al. (2020)
num estudo, onde concluiram que de um modo geral os machos tém periodos de vida
maiores do que as fémeas, tendo por isso maior probabilidade de adquirir a infec¢éo por
T. gondii.

No presente estudo, a maior ocorréncia de anticorpos contra T. gondii foi observada em
roedores da espécie M. natalensis com 67.6% (48/71) seguida da espécie Rattus rattus
com 19.7% (14/71). Em um estudo realizado por Ruffolo et al. (2016), em Séao Paulo, foi
relatada a espécie Rattus rattus como a espécie de maior ocorréncia de anticorpos contra
T. gondii (4.9%), porém, usando a técnica de RIFI. A espécie Saccostomus campestris
apresentou uma percentagem de positividade de 8.4% (6/71). A menor percentagem foi
obtida nas espécies Rattus norvegicus, Tallomys paedulcus e Gerbilliscus leucogaster
todas com 1.4% (1/71). Em outro estudo mais recente, realizado por Dellarupe et al.
(2019), que visava descrever a ocorréncia de Toxoplasma gondii e Neospora caninum em
especies de roedores sinantropicas na Argentina, usando a técnica de IFAT, foi observada
uma maior ocorréncia de anticorpos contra T. gondii nas espécies Mus musculus, Rattus
rattus e Rattus norvegicus. De salientar que estas espécies sdo as mais encontradas e as
mais pesquisadas no que diz respeito a ocorréncia de anticorpos contra T. gondii.

As especies do género Mastomys natalensis e a espécie Rattus rattus que apresentaram a
maior ocorréncia de anticorpos no presente trabalho, sdo espécies sinantropicas, isto e,
espécies que directa ou indirectamente convivem com o homem, adaptando-se melhor as

condigdes criadas pelo homem (Skinner e Chimimba, 2005).
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As espécies Mus musculus e Rattus norvegicus apresentam altas percentagens de
anticorpos contra T. gondii, pois estas espécies, para além de serem altamente prolificas,
tém uma esperanca média de vida de 12 e 24 meses, respectivamente (Skinner e
Chimimba, 2005), factos esses que asseguram a manutencdo do agente no ambiente
durante a época de baixa transmissdo, por pelo menos um ano. Aliando a esperan¢a média
de vida destes animais com a alta prolificidade e o crescimento exponencial destes
animais em condicGes de alimentagdo, agua e abrigo disponiveis, pode-se afirmar que
estes roedores constituem fortes candidatos a hospedeiros reservatdrios de parasitas
incluindo o T. gondii (Neiva, 2005; Motazedian et al., 2010). Contudo, no presente
estudo, a espécie Rattus norvegicus apresentou uma baixa percentagem de anticorpos
contra T. gondii e um menor nimero de roedores capturados. No presente estudo, a baixa
percentagem de anticorpos observada nas espécies Rattus norvegicus, Tallomys
paedulcus, e Geerbilliscus leucogaster pode estar relacionada com o periodo de captura
dos animais, pois quando estes séo capturados numa fase inicial da infeccéo por T. gondii,
dificilmente sdo detectados anticorpos contra 0 mesmo parasita (Hosseini et al. 2021),
pese embora este facto ndo poder ter sido aprofundado, visto que ndo foi possivel
determinar se a exposicao foi recente ou ndo com o método de LAT.

Todos os roedores que apresentaram anticorpos contra T. gondii sdo de habito terrestre,
que habitam em planta¢cdes nas machambas ou nas residéncias (Bonvicino et al., 2014).
Os mamiferos terrestres sdo significativamente mais expostos ao T. gondii do que
mamiferos que sdo parcialmente terrestres ou arboricolas (De Thois et al., 2003), uma
vez que nos mamiferos terrestres existe a probabilidade de infeccdo com oocistos de T.
gondii presentes no solo ou na 4gua contaminada. Adicionalmente, a via de transmissao
congénita também deve ser considerada, principalmente nos roedores (Marshall et al.,
2004, Junior, 2017; Dabritz et al., 2008).

Em relacdo as aldeias estudadas, ndo foram encontradas variacdes significativas nas
comunidades de roedores para anticorpos contra T. gondii detectados e era o esperado,
como resultado, elevadas prevaléncias nas aldeias estudadas, visto que as caracteristicas
ecoldgicas do habitat (nas residéncias, nos celeiros e nas machambas) onde se fez a
colheita serem similares em todos os aspectos. Este facto, é sustentado por Brouat (2018),
que refere que em zonas de pastoreio agricola e nos campos de irrigacdo existe maior
diversidade de roedores devido a existéncia de alimentos.

Embora o diagndstico laboratorial convencional da toxoplasmose ainda se baseie em

pardmetros serologicos como a presenca de IgM, IgA e 1gG anti-T.gondii, a reacgdo em
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cadeia de polimerase (PCR) tem sido utilizada desde a década de 90 com o objetivo de
melhorar a sensibilidade do diagnostico, para além de tornd-lo mais rapido e menos
laborioso (Okay et al. 2009; Alfonso et al. 2009; Ghani, 2011).

Neste estudo, 30 amostras de tecidos de roedores, provenientes de animais com soros
positivos a presenca de anticorpos contra T. gondii, foram usadas para detectar e
caracterizar T.gondii, usando o teste molecular multiplex nested PCR-RFLP. Apesar da
frequéncia relativamente alta de anticorpos anti-T. gondii, apenas 1 das amostras foi
positiva ao teste de multiplex PCR. Este facto pode ser devido ao uso do teste LAT
apanhar a IgM e a 1gG, e 0 PCR necessita 0 DNA ou particula do parasita, 0 DNA pode
ter perdido a sua qualidade ou a sua integridade, o DNA pode néo ter sido bem conservado
e apresentar contaminantes que interferem no PCR. Para a caracterizacdo genética da
amostra positiva foi realizada o PCR-RFLP. Este resultado foi similar ao estudo realizado
por Muradian (2009), que obteve 1 animal positivo para o T.gondii pelo nested PCR-
RFLP depois deste animal ter sido negativo ao teste de bioensaio, que referiu que este
facto pode ser devido a baixa concentragédo do DNA.

Dellarupe (2014), na Argentina, detectou em 3,3% (4/123) das amostras do sistema
nervoso central de roedores e duas amostras foram genotipadas por nested PCR-RFLP.
Obteve um resultado similar ao que foi achado neste estudo com roedores rurais do PNL,
isto é, das 30 amostras positivas ao teste LAT, apenas uma amostra foi detectada positiva
no multiplex-PCR, estes resultados sugerem nao haver consisténcia entre a positividade
serologica e positividade determinada por PCR apesar do PCR ter sido padronizado no
CB.

No presente estudo, a genotipagem por multiplex PCR foi possivel em uma (n=30; 3%)
amostra positiva e que pertencia a um animal da espécie Mastomys natalensis. Num
estudo realizado na China (Yan et al., 2014) detectaram uma percentagem de 22,6% em
roedores da espécie Mus musculus que sdo predominantes em areas urbanas, devido ao
crescimento populacional desordenado e problemas de saneamento basico que oferecem
condicBes ideias para o estabelecimento de populagGes de roedores sinantropicos,
enquanto o estudo em causa foi realizado num parque nacional com zonas de regadio e
onde se encontram mais roedores da espécie Mastomys sp.

A analise genética do locus SAG1, SAG2 e SAG3 realizada para determinar genotipos
de T. gondii utilizando a técnica de multiplex PCR, foi positiva para o marcador SAG1.
Um estudo feito por Elamin (2014) na Arabia Saudita foi positivo para o0 marcador SAG2,

onde 59,1% eram do tipo Il, 31,8% eram do tipo Il e 9,1% eram de gendtipo
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desconhecido. Outro estudo feito na Argentina por Dellaupe (2019), reportou que 2
amostras foram genotipadas com sucesso e todas do alelo tipo Il para todos os
marcadores estudados, exceto para SAG1. Em concordancia com o outro estudo feito em
suinos por Mondragon et al. (1998), relataram que o gendtipo tipo Il foi de longe o mais
prevalente, representando 83,7% dos isolados e o gendtipo tipo Il foi identificado em
apenas 16,3% dos isolados. O genotipo tipo | ndo foi identificado nos isolados de suinos.
O T. gondii tem uma estrutura populacional incomum que consiste em trés linhagens
clonais predominantes os tipos I, 1l e 11l (Sibley e Boothroyd, 1992; Home, 1995), dos
quais os isolados do tipo | eram altamente patogénicos em murganhos e possuiam uma
diversidade genética muito limitada, independentemente da dose, enquanto os tipos Il sdo
0os mais frequentes, e mais relacionados com a reagudizacdo da doenca na
imunodeficiéncia humana adquirida e infec¢bes congénitas (Fuentes et al., 2001;
Boothryd, 2002). O tipo | € o menos encontrado, e o tipo 11 é geralmente avirulento para

ratos e corre principalmente em outros animais (Rey, 2001; WHO, 2014).
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7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo, associando técnicas seroldgicas e moleculares,
demostram que os roedores do Parque Nacional de Limpopo possuem anticorpos contra
T. gondii usando a técnica serologica LAT, que estes jogam um papel importante na
cadeia epidemioldgica de T. gondii e representam um risco para a saude publica.

Com o trabalho foi possivel obter uma alta prevaléncia da toxoplasmose em roedores,
onde a éspecie Mastomys natalensis foi a que apresentou maior seropositividade.
Adicionalmente os resultados moleculares, SAG1 foi o Gnico marcador genético positivo
dos 3 marcadores usados, este genétipo de T. gondii circulantes indica claramente a
circulacdo deste parasita no parque.

Referir que estes resultados fornecem dados preliminares para futuras abordagens em

epidemiologia da toxoplasmose no Parque.
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9 ANEXOS

9.1. Tabela de distribuicdo das espécies por localidade, sexo, presenca de

anticorpos e genotipagem

1D Localizacéo calr:wapo Genero Espécie Sexo Sorologia PCR
1 Mavoze village 1 4 Rattus rattus female 0
2 Mavoze village 1 5 Rattus rattus female 1 0
3 Mavoze village 1 6 Rattus rattus female 0
4 Mavoze village 1 7 Rattus rattus female 1
5 Mavoze village 1 8 Rattus rattus female 1
6 Mavoze village 1 7 Rattus rattus female 1
7 Mavoze village 1 9 Rattus rattus female 0
8 Mavoze village 1 10 Rattus rattus female 1 0
9 Mavoze village 1 11 Rattus rattus male 0
10 Mavoze village 1 12 Rattus rattus male 0
11 Mavoze village 1 13 Saccostomus campestris female 0
12 Mavoze village 1 14 Rattus rattus female 0
13 Mavoze village 1 15 Rattus rattus female 0
14 Mavoze village 1 16 Rattus rattus female 0
15 Chibotane villagel 35 Mastomys natalensis female 0
16 Chibotane villagel 36 Rattus rattus male 0
17 Chibotane villagel 38 Rattus rattus female 1 0
18 Chibotane villagel 39 Rattus rattus female 1 0
19 Chibotane villagel 40 Rattus rattus female 1 0
20 Chibotane villagel 42 Rattus rattus female 1 0
21 Chibotane villagel 44 Rattus rattus female 1 0
22 Chibotane villagel 46 Mastomys natalensis female 1 0
23 Chibotane villagel 49 Rattus rattus female 0
24 Chibotane villagel 66 Thallomys paedulcus male 0
25 Chibotane villagel 68 Mastomys natalensis male 1
26 Chibotane villagel 69 Rattus rattus female 1 0
27 Chibotane villagel 70 Mastomys natalensis female 1
28 Chibotane villagel 71 Thallomys paedulcus male 0
29 Chibotane villagel 72 Rattus rattus female 0
30 Chibotane villagel 74 Rattus rattus male 0
31 Chibotane villagel 75 Rattus rattus male 0
32 Chibotane villagel 76 Rattus rattus female 0
33 Chibotane villagel 77 Mastomys natalensis female 0
34 Chibotane villagel 78 Mastomys natalensis female 0
35 Chibotane villagel 100 Mastomys natalensis male 0
36 Chibotane villagel 101 Mastomys natalensis female 0
37 Chibotane villagel 105 Mastomys natalensis male 0
38 Machavule village 1 121 Rattus rattus male 0
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39 Machavule village 1 122 Rattus rattus female 0
40 Machavule village 1 123 Rattus rattus female 0
41 Machavule village 1 124 Rattus rattus male 0
42 Machavule village 1 125 Rattus rattus male 0
43 Machavule village 1 126 Rattus rattus female 0
44 Machavule village 1 127 Rattus rattus female 0
45 Machavule village 1 128 Rattus rattus female 0
46 Machavule village 1 129 Rattus rattus female 1 0
47 Machavule village 1 130 Rattus rattus female 0
48 Machavule village 1 131 Rattus rattus female 0
49 Machavule village 1 132 Rattus rattus male 0
50 Machavule village 1 133 Rattus rattus male 0
51 Machavule village 1 134 Rattus rattus female 0
52 Machavule village 1 135 Rattus rattus male 0
53 Machavule village 1 136 Rattus rattus female 0
54 Machavule village 1 137 Thallomys paedulcus male 0
55 Machavule village 1 138 Rattus rattus female 0
56 Machavule village 1 139 Rattus rattus female 0
57 Machavule village 1 140 Rattus rattus female 1 0
58 Machavule village 1 141 Rattus rattus male 0
59 Machavule village 1 142 Rattus rattus male 0
60 Machavule village 1 143 Thallomys paedulcus female 1
61 Machavule village 1 144 Rattus norvegicus female 1
62 Machavule village 1 145 Rattus rattus male 0
63 Machavule village 1 146 Rattus norvegicus female 0
64 Macavene wildlife 1 147 Saccostomus campestris male 0
65 Macavene wildlife 1 148 Saccostomus campestris male 0
66 Macavene wildlife 1 149 Saccostomus campestris female 1 0
67 Macavene wildlife 1 150 Gerbilliscus leucogaster male 1 0
68 Machavule village 1 151 Rattus rattus male 1 0
69 Chibotane field 2 305 Saccostomus campestris female 1 0
70 Chibotane field 2 306 Mastomys natalensis male 1 0
71 Chibotane field 2 307 Mastomys natalensis female 1 0
72 Chibotane field 2 308 Mastomys natalensis female 0
73 Mavoze field 4 309 Mastomys natalensis female 1 0
74 Mavoze field 4 310 Saccostomus campestris male 0
75 Mavoze field 4 311 Mastomys natalensis female 0
76 Mavoze field 4 315 Mastomys natalensis female 1
77 Chibotane field 2 316 Saccostomus campestris male 1
78 Chibotane field 2 317 Mastomys natalensis male 0
79 Chibotane field 2 318 Mastomys natalensis male 1
80 Chibotane field 2 319 Mastomys natalensis male 1
81 Chibotane field 2 320 Mastomys natalensis female 1
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82 Chibotane field 2 321 Mastomys natalensis female 1
83 Chibotane field 2 322 Mastomys natalensis male 0
84 Chibotane field 2 323 Mastomys natalensis female 1
85 Chibotane field 2 324 Mastomys natalensis male 1
86 Chibotane field 2 325 Mastomys natalensis female 0
87 Chibotane field 2 326 Mastomys natalensis male 1
88 Chibotane field 2 327 Mastomys natalensis male 1
89 Chibotane field 2 328 Mastomys natalensis female 0
90 Chibotane field 2 329 Mastomys natalensis female 1
91 Chibotane field 2 330 Mastomys natalensis female 1
92 Chibotane field 2 331 Mastomys natalensis male 1
93 Chibotane field 2 332 Mastomys natalensis male 0
94 Chibotane field 2 333 Mastomys natalensis male 1
95 Chibotane field 2 334 Mastomys natalensis male 1
96 Chibotane field 2 335 Mastomys natalensis male 0
97 Chibotane field 2 336 Mastomys natalensis female 1
98 Chibotane field 2 337 Mastomys natalensis male 0
99 Chibotane field 2 338 Mastomys natalensis female 0
100 Chibotane field 2 339 Saccostomus campestris female 1
101 Chibotane field 2 340 Mastomys natalensis female 1
102 Chibotane field 2 341 Saccostomus campestris female 1
103 Chibotane field 2 342 Mastomys natalensis male 0
104 Chibotane field 2 343 Mastomys natalensis female 0
105 Chibotane field 2 344 Mastomys natalensis female 0
106 Chibotane field 2 345 Mastomys natalensis female 0
107 Chibotane field 2 346 Mastomys natalensis female 1
108 Chibotane field 2 347 Mastomys natalensis female 0
109 Chibotane field 2 348 Mastomys natalensis male 1
110 Chibotane field 2 349 Mastomys natalensis male 0
111 Chibotane field 2 350 Mastomys natalensis female 1
112 Chibotane field 2 351 Mastomys natalensis male 1
113 Chibotane field 2 352 Mastomys natalensis male 1
114 Chibotane field 2 353 Mastomys natalensis female 1
115 Chibotane field 2 354 Mastomys natalensis female 0
116 Chibotane field 2 355 Mastomys natalensis female 0
117 Chibotane field 2 356 Mastomys natalensis female 1
118 Chibotane field 2 358 Saccostomus campestris female 1
119 Chibotane field 2 359 Mastomys natalensis male 1
120 Chibotane field 2 360 Mastomys natalensis male 1
121 Chibotane field 2 362 Mastomys natalensis female 1
122 Chibotane field 2 364 Mastomys natalensis female 1
123 Chibotane field 2 365 Mastomys natalensis female 0
124 Chibotane field 2 366 Mastomys natalensis female 0
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125 Chibotane field 2 367 Mastomys natalensis female 0
126 Chibotane field 2 368 Mastomys natalensis female 0
127 Chibotane field 2 369 Mastomys natalensis female 0
128 Chibotane field 2 370 Mastomys natalensis male 1
129 Chibotane field 2 371 Mastomys natalensis female 1
130 Chibotane field 2 372 Mastomys natalensis male 1
131 Chibotane field 2 374 Mastomys natalensis female 1
132 Chibotane field 2 376 Mastomys natalensis female 0
133 Chibotane field 2 377 Mastomys natalensis male 0
134 Chibotane field 2 379 Mastomys natalensis male 0
135 Chibotane field 2 383 Mastomys natalensis female 0
136 Mavoze field 4 395 Mastomys natalensis female 1
137 Mavoze field 4 396 Mastomys natalensis male 0
138 Mavoze field 4 397 Mastomys natalensis female 0
139 Mavoze field 4 399 Mastomys natalensis female 0
140 Mavoze field 4 401 Mastomys natalensis female 1
141 Mavoze field 4 402 Mastomys natalensis female 0
142 Mavoze field 4 403 Mastomys natalensis female 0
143 Mavoze field 4 404 Mastomys natalensis female 0
144 Mavoze field 4 405 Mastomys natalensis male 1
145 Mavoze field 4 406 Mastomys natalensis female 0
146 Mavoze field 4 407 Mastomys natalensis male 0
147 Mavoze field 4 408 Mastomys natalensis female 0
148 Mavoze field 4 409 Mastomys natalensis female 1
149 Mavoze field 4 440 Mastomys natalensis female 1
150 Mavoze field 4 441 Mastomys natalensis male 0
151 Mavoze field 4 442 Mastomys natalensis female 0
152 Mavoze field 4 443 Mastomys natalensis male 1
153 Mavoze field 4 444 Mastomys natalensis male 0
154 Mavoze field 4 446 Mastomys natalensis male 0
155 Mavoze field 4 447 Mastomys natalensis female 1
156 Mavoze field 4 448 Mastomys natalensis male 1
157 Mavoze field 4 449 Mastomys natalensis female 1
158 Mavoze field 4 450 Mastomys natalensis male 0
159 Mavoze field 4 451 Mastomys natalensis female 0
160 Mavoze field 4 452 Mastomys natalensis female 1
161 Mavoze field 4 453 Mastomys natalensis female 1
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9.2.Perfil da amostragem de campo no presente estudo

Numero de individuos amostrados por area de amostragem (Bosque/machamba/vila) e
por aldeia

Area Chibotane Macavene Machavule Mavoze Grand Total
Bosque 0 4 0 0 4
Machamba 63 0 0 30 93
Vila 23 0 27 14 64
Grand Total O 86 4 27 44 161

Numero de amostras por espécie de roedores, sexo e aldeia

Grande

Chibotane Macavene Machavule Mavoze Total

Espécie Female Male Total| Female Male Total| Female Male Total| Female Male Total

G. leucogaster

M. natalensis 39 28

R. norvegicus 2
R. rattus 9 3 48
S. campestris 4 1 10
T. paedulcus 2 4

Grand Total 52 34 -| 1 3 ” 16 11 -| 32 12 - 161
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